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(57) Abstract 



The invention relates to novel aminoalkyl maleimides of general formula (I) in which R, and R, are the same or different 
and represent hydrogen or a C,-C 4 alkyl group and A is a straight or branched-chain, saturated or unsaturated alkylene 
chain with 2 to 6 carbon atoms, possibly interrupted by an oxygen or sulphur atom or carbonyl group, and their correspond- 
ing acid addition salts. The present invention also relates to the amidoalkyl maleimide derivatives formed from compounds 
ot general formula (I) and immunological conjugates which may be produced by the conversion of amidoalkyl maleimide 
derivatives with peptides or proteins. The object of this invention is also the corresponding processes for making the com- 
pounds of the invention and the use of these conjugates in diagnostic determination methods, especially immunoassays. 

(57) Zusammenfassung 

• j D j e Erfi »dung betrifft neue Aminoalkylmaleimide der allgemeinen Formel (I), in der R, und R, gleich oder verschieden 
sind und Wasscrstoff odcr erne C r C 4 -Alkylgnippe darstellen, und A eine geradkettige oder verzweigte, gesfittigte oder un- 
gesamgte, gegebenenfaUs durch ein Sauerstoff- oder Schwefelatom oder Carbonylgruppe unterbrochene Alkylenkette mit 2 
bis 6 Kohlenstoffatomen darstellt, sowie deren entsprechende SSureadditionssalze. Femer bezieht sich die vorliegende Erf- 
indung auf die aus Verbindungen der allgemeinen Formel (I) und immunologischen Bindungspartnern gebildeten Amidoal- 
kylmaleimid-Denvate. AuBerdem betrifTt die Erfindung immunologische Konjugate, die durch Umsetzung der Amidoalkylma- 
leimide-Denvate nut Peptiden oder Proteinen hergestellt werden k6nnen. Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch die 
entsprechenden Verfahren zur Herstellung der erfmdungsgemaBen Verbindungen, sowie die Verwendung dieser Konjugate in di- 
agnostischen Bestimmungsmethoden, insbesondere in Immunoassays. 
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Aminoalkylaaleiaide und davon abgeleltete Hapten- und 
Antiqenderivate aovie Konincrate mit Pantiden oder Protaingn 

Die Erf indung betrif ft neue Aminoalkylmaleiaide der allgemelnen 
Fonnel I 

0 




(I), 



in der und R 2 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff ode 
eine c 1 -c 4 -Alkylgruppe darstellen, und A eine geradketfige oder 
verzweigte, gesattigte oder ungesattigte, gegebenenfalls durch ei: 
Sauerstof f- oder Schwefelatom oder eine Carbonylgruppe unter- 
brochene Alkylenkette mit 2 bis 6 Kohlenstof fatomen darstellt, 
sovie deren entsprechenden Saureadditionssalze, mit Ausnahme der 
Verbindung N-6-Aminohexylmaleimid. 

Ferner bezieht sich die vorliegende Erfindung auf die aus Ver- 
bindungen der allgemeinen Formel I und immunologischen Bindungs- 
partner gebildeten Amidoalkylffialeimid-Derivate der allgemeinen 
Fonnel II 



o 




(II), 



in der R^, R 2 und A die oben angegebenen Bedeutungen haben und 
Hap, der aus einem eine oder mehrere Carboxylgruppen bzw. akti- 
vierte Carboxylgruppen tragenden immunologischen Bindungspartner 
durch Amidierung gebildete Rest ist. Als immunologische Bindungs- 
partner kommen beispielsweise Haptene oder Antigene in Frage. 
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eignet sich die Hydroxysuccinimidogruppe bevorzugt zur Reaktion 
mit Verbindungen, die eine Aminogruppe enthalten. Auf diese Weise 
lassen sich auf elegante Art und Weise zwei Komponenten bzw. 
Verbindungen miteinander verknupfen, wobei die eine beispielsweise 
eine Sulfhydrylgruppe enthalt und die andere eine Aminogruppe. in 
analoger Weise dienen die homobifunktionellen Reagenzien, die zwei 
chemisch gleichartige reaktive Gruppen enthalten, zur Verknupfung 
von Komponenten mit identischen funktionellen Gruppen, wie bei- 
spielsweise im obigen Fall von Sulfhydrylgruppen. 

Je nach Eigenschaft der miteinander zu verknupfenden Komponenten 
kommen dennach eine Reihe von solchen bifunktionellen Reagenzien 
zum Einsatz (Kia-ki Han et al.. Int. J. Biochem. ±§. (2), 129 - 145 
(1984) und R.E. Peeney, Int. J. Peptide Protein Res. 29, 1987, 145 
- 161) . So ist beispielsweise in Arch. Biochem. Biophys. 203 . 774 
(1980) die Verwendung von H-6-Aminohexylmaleimid zur HersSbellung 
einer modif izierten Agarose-Festphase fur die Affinitatschromato- 
graphie beschrieben. 

Aus dem Stand der Technik, wie z.B. der europaischen Patentan- 
meldung EP-A-0, 142,193, ist ferner die Herstellung von Immunogenen 
bekannt, wobei geeignete Antigene, wie Polypeptide, Oligosacchari- 
de oder Oligonukleodtide, an reaktive Gruppen von hydophoben 
Verbindungen, wie z.B. Phospholipide, gebunden werden, die durch 
mindestens eine Gruppe von Glykosiden, vorzugsweise Saponine, mit 
einem hydrophilen und einem hydrophoben Teil komplexiert werden. 
Im speziellen ist in Beispiel 4 dieser europaischen Patentan- 
meldung ein fl-Endorphin-Derivat beschrieben, in dem eine Amino- 
saure dieses Dodecapeptids durch eine Maleimido-butylamin-gruppe 
modif iziert ist. Die Anmeldung enthalt jedoch keinerlei Angaben, 
wie ein derartiges Derivat hergestellt werden kann. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet bifunktioneller Reagenzien ist die 
Herstellung von Reagenzien fur die klinische Diagnostik. Hierbei 
werden in zunehmendem MaBe Bestimmungsverfahren nach dem Prinzip 
der Immunoassays durchgefuhrt, die sich durch besonders hone 
Empfindlichkeit auszeichnen. Dabei werden oft Konjugate z.B. aus 
einem Markierungsenzym und einer zu bestimmenden Substanz, dem 
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Das bei der immunologischen Bestimmungsmethode verwendete Test- 
system enthalt auBerdem einen den jeweiligen Analyten spezifisch 
Immunogen erkennenden Antikorper. Hierbei dif ferenziert der 
Antikorper in der Regel nicht zwischen freien und kovalent an den 
Enzymdonor gebundenen Analyten. Der Antikorper ist in einer Menge 
vorhanden, die ausreicht, urn die im Testsystem vorliegenden mit 
dem Analyten modifizierten Enzymdonor-Kon jugate vollstandig zu 
binden. Dadurch vird die spontane Assoziation des Enzymdonors und 
des Enzymakzeptors zum aktiven Enzym verhindert. 

Die Reaktion zur Bestimmung der Konzentration eines Analyten wird 
nun derart durchgefuhrt, daB eine def inierte Menge der zu bestim- 
menden Probe zu dem oben beschriebenen Testsystem zugefiigt wird. 
Da es sich bei diesem Reaktionstyp urn einen kompetitivjen Test 
handelt, binden die vorhandenen Antikorper , die gegen deif 
Analyten gerichtet sind, sowohl die aus der Probe kommenden freien 
Analyten als auch einen Teil der mit dem Analyten markierten 
Enzymdonoren. Der durch die Verdrangungsreaktion durch den freien 
Analyten ausgeloste freie Anteil des markierten Enzymdonors 
assoziiert damn spontan mit dem Enzymakzeptor zum enzymatisch 
aktiven B-Galaktosidase-Tetramer, dessen Konzentration direkt 
proportional zu der Konzentration des aus der Probe stammenden 
Analyten ist. Die Menge bzw. die volumenspezifische Aktivitat des 
durch diese spontane Assoziation gebildeten Enzyms 6-Galactosidase 
wird durch Hydrolyse eines geeigneten Enzymsubstrates, 
beispielsweise von o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid oder 
Chlorphenolrot-B-D-galactopyranosid und Freisetzung des 
entsprechenden Chromophors g ernes sen. 

Bei der oben dargestellten erforderlichen Verknupfung zwischen 
Immunogen (Analyt) und Enzymdonor besteht das Problem, daB die 
Modifizierung des Enzymdonors nur an solchen S tell en im Molekul 
erfolgen darf, die fur die Erkennung zwischen Enzymdonor und 
Enzymakzeptor nicht von Bedeutung sind. Ansonsten ware die Asso- 
ziation zum enzymatisch aktiven Enzymkomplex gestort und der 
gemessene Wert fur das zu bestimmende Hapten wiirde ein f alsches 
Ergebnis vortauschen. 
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fiihren zu unervunschten Reaktionsmischungen, die haufig schvierig 
zu trennen sind. Hochste Reinheit der hergestellten Kon jugate 1st: 
jedoch erforderlich, urn durch Immunisierung. Antikorper mit mog- 
lichst hoher Spezifitat und geringer Kreuzreaktivitat zu er- 
halten. 

Es bestand daher die Aufgabe, neue bifunktionelle Reagenzien zur 
Verfugung zu stellen, die die oben genannten Nachteile nicht 
aufweisen* 

Es wurde nun uberraschenderweise gefunden, daB die erfindungs- 
gemaflen Verbindungen der Formel I als heterobifunktionelle Reagen- 
zien vorteilhaft eingesetzt verden konnen. Insbesondere hat sich 
gezeigt, daB die zwischen der Maleimido- und der Aminogruppe 
bef indliche Gruppe A fur eine geringe Kreuzrealctivitat der mit 
Hilfe der Hap ten- Pep tid-Kon jugate hergestellten Antikorper verant- 
wortlich ist. Dies trifft insbesondere zu fur die kurzkettigen 
Derivate mit einer Kettenlange in A von 2-5, insbesondere 2, 3 
oder 4 At omen. 

R 1 und R 2 in der Formel I konnen gleich oder verschieden sein und 
jeweils ein Wasserstoff atom oder eine Ci-C4-Alkylgruppe, wie z.B* 
die Methyl-, Ethyl- oder Isopropylgruppe bedeuten* Bevbrzugt 
stellen R 1 und R 2 jedoch ein Wasserstoff atom dar. 

Die Gruppe A bedeutet eine geradkettige oder verzweigte, gesattig- 
te oder ungesattigte Alkylengruppe mit 2-6, vorziigsweise 2-4 C- 
Atomen, die gegebenenfalls durch ein Sauerstoff- oder Schwefelatom 
oder durch eine Carbonylgruppe unterbrochen sein kann. In diesem 
Sinne kommen beispielsweise die folgenden Bedeutungen in Frage: 
A=-(CH 2 ) n -; -(CH 2 ) m -CH(CH3)-(CH2)o-; -(CH 2 ) m -C(CH3) 2-(CH 2 )o-; " 
(CH 2 ) m -X-(CH2)o" m it X=0,S,CO; - (CH 2 ) m -CH=CH- mit n=2-6 und m=o~l- 
4 und m+o=2-5. Bevorzugt bedeutet A die Gruppen -(CH2)n~ 
n=2,3,4 oder 5 und -CH2~°" CH 2~/ -CH 2 -S-CH2-/ -CH 2 -CO-CH 2 -* 

Saureadditionssalze der Amine sind Salze mit organischen oder 
anorganischen Sauren, wie z.S. Essigsaure oder Salzsaure. 



WO 90/15798 



- 9 - 



PCT/EP90/00957 



Dip Umsetzung der Verbindungen der Formel IV mit Verbindungen der 
Formel V werden vorzugsweise in basischen Losungen bei Tempe- 
raturen von - 20 °C bis + 80 °C durchgefuhrt. Als reaktive Gruppe 
Z koinmen solche in Frage, die sich durch Umsetzung mit Aminen 
leicht abspalten lassen, wie z.B. Alkoxycarbonylgruppen, bei- 
spielsveise die Ethoxycarbonylgruppe. 

Die neuen Verbindungen der Formel I f inden als heterobif unktio- 
nelle Reagenzien insbesondere zur Herstellung von Konjugaten 
Verwendung. Als Konjugate kommen beispielsweise Hapt en-Pept id- > 
Hapten-Protein-, Antigen-Peptid-, Antigen-Protein- Oder Anti- 
korper-Effektor-Kon jugate in Frage. Im Fall der Antikorper- 
Effektor-Kon jugate vird beispielsweise ein Antikorper kovalent an 
ein Effektormolekul gebunden, wobei der Effektor ein Analyt, 
Wirkstoff , Toxin oder auch ein signalproduzierendes Enzyfe sein 
kann. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Verbindun- 
gen der Formel II , in der Hap reprasentativ fur einen Bindungs- 
partner steht, der sich als Analyt zum Einsatz bei immunologischen 
Bestimmungsverfahren eignet. Solche Bindungspartner sind bei- 
spielsweise Haptene oder Antigene, die mindestens eine Carboxyl- 
gruppe tragen, oder in ein carboxylgruppentragendes Derivat 
uberfuhrt wurden, wie z.B* die Haptene Cortisol , Theophyliin oder 
Digoxigenin. Antigene konnen Proteine oder Peptide sein. Es koinmen 
jedoch prinzipiell fur die Gruppe Hap alle solche Substanzen in 
Frage, fur die spezifisch gegen sie gerichtete Antikorper gewonnen 
werden konnen. Insbesondere geeignet sind solche, die zur 
Durchfuhrung von Bestimmungsmethoden nach der oben beschriebenen 
CEDIA-Technik verwendbar sind. Diese Substanzen konnen insbeson- 
dere Analyte sein, d.h. solche Verbindungen, die im serum von 
Patienten vorkommen und deren Bestimmung von diagnostischem Inter- 
esse ist. 
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Carboxylgruppe kann in freier Form vorliegen oder in Form von 
ak£ivierten Derivaten, wie beispielsweise Anhydriden, Estern Oder 
Amiden. Es ist jedoch auch moglich, solche Haptene als Bindungs- 
partner einzusetzen, die ursprunglich keine Carboxylgruppe ent- 
hielten, wenn durch chemische Hodifizierung die entsprechende 
Carboxylgruppe nachtraglich in das Hapten eingefuhrt wird. Ent- 
sprechende Modifizierungsreaktion sind aus dem einschlagigen stand 
der Technik bekannt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung werden Verbindun- 
gen der allgemeinen Formel II zur Verfiigung gestellt, in denen das 
Hapten ein Steroidhormon ist. Der Nachweis von Steroidhonnonen, 
wie z.B. ostrogen, Testosteron, Cortisonen und Herzglycosiden, 
denen alle das Steroidgrundgerust gemeinsam ist, spielt in der 
Diagnostik eine bedeutende Rolle. Die Zurverfugungste^lung von 
Antikorpern gegen Steroidhormone bzw. gegen die entsprectfenden 
Hapten-Peptid-Kon jugate fur die Durchfuhrung von Immunoassays ist 
daher wunschenswert. 

Es hat sich erwiesen, dafl durch die Derivatisierung der Haptene zu 
den Verbindungen der allgemeinen Formel II das Epitop des Haptens 
nicht beeintrachtigt wird, so dafl ein gegen das jeweilige in der 
zu bestimmenden Probe vorhandene freie Hapten gerichteter Anti- 
korper auch das entsprechend modifizierte Hapten-Peptid-Kon jugat 
in gleichem Mafle erkennt. % 

Ebenso hat sich gezeigt, dafl die derivatisierten Hapten-Peptid- 
Konjugate, die durch Umsetzung von Verbindungen der Formel II mit 
sulfhydrylgruppenhaltigen Peptiden oder Proteinen erhalten werden, 
ohne weitere Beeintrachtigung der Bindungseigenschaften mit dem 
Enzymakzeptor EA.zu den Tefcramer-Komplexen der B-Galactosidase 
assoziieren. Diese wiederum zeigen durch die im Prinzip vorhandene 
Derivatisierung des Enzyms keine nachteilige Beeinflussung der 
enzymatischen Aktivitat, und spalten die in Frage kommenden Sub- 
strate in gleicher Weise wie die unmodifizierte fl-Galactosidase . 
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Die vorliegende Erfindung betrif ft ferner Konjugate, die dtxrch 
Umsetzung der Verbindungen der allgemeinen Formal II mit Peptiden 
und Proteinen hergestellt werden konnen. Als Peptide und Proteine 
kommen vorzugsveise solche in Frage, die eine Sulfhydylgruppe bzw. 
eine Cysteingruppe enthalten, die mit der Maleimidogruppe der Ver- 
bindungen der Formel II reagieren. Die Herstellung solcher Deriva- 
te erf olgt nach an sich bekannten Methoden der chemischen 
Modifizierung von Proteinen. Vorzugsveise werden jedoch Peptide, 
insbesondere die in der oben beschriebenen CEDIA-Technik verwend- 
baren Enzymdonatoren ED eingesetzt. Die Modifizierung von Peptiden 
oder Proteinen erfolgt nach an sich bekannten Verf ahren in 
geeigneten Puffern, z.B. Phosphatpuffer, bei Temperaturen zwischen 
0 # c und 40 *C, vorzugsveise bei 15-25 *C, durch Inkubation mit 
Verbindungen der Formel II uber einen Zeitraum von l-24h. Die 
Herstellung verschiedener ED-Derivate ist aus US 4, 708; 929 bzw. 
Clin. Chem. 32. (9), 1986, 1637 - 1641 bekannt, bzw. sind bei 
Microgenics Corp., Concord, California (USA) erhaltlich. 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung eines 
erfindungsgemaflen Hapten-Peptid-Konjugates bei der Durchfuhrung 
von Immunoassays. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung anhand von konkre- 
ten Ausfuhrungsbeispielen: 
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Ausbeute: 11.6 g (entspr. 44% d. Th. bez. auf die Di-tert.- 
butyl-dicarbonat) . 

DC: Kieselgel, Methanol/Chloroform/Ammniak 45/45/10 (v/v/v) 
Bespruhen mit Ninhydrin-Spray (Pa. Merck, ...Darmstadt) ; Rf-0.65. 

Beispiel 2 

a > H- ( tgrt-Butvloxvcarbonvll -2- rN -malaininiidol ethvlamln 

0.8 g (5 mmol) der nach Beispiel la bergestellten Verbindung 
lost man in 25 ml gesattigter Natriumbicarbonat-Losung. Die 
Losung wird uber ein Falten-f ilter f iltriert und auf o°c ge- 
kuhlt. Anschlieflend gibt man unter Ruhren 0.84 g (5 mmol) N- 
(Ethoxycarbonyl)maleinimid (hergestellt nach der Meth&e von o. 
Keller und J. Rudinger, Helv.Chim.Acta 58 (1975), 531-541) zu 
und laBt 15 min bei Raumtemperatur weiterruhren. Hierbei lost 
sich das N-(Ethoxycarbonyl)maleinimid nach kurzer Zeit voll- 
standig auf, wahrend die Titelverbindung im Verlauf der Umset- 
zung ausfallt. Es werden 40 ml THF zugegeben und 45 min bei 
Raumtemperatur weitergeruhrt. Danach stellt man mit 1 n HC1 auf 
pH 6.0, extrahiert mit zweimal je 50 ml Essigester und trocknet 
den Extrakt mit 5 g Na 2 S0 4 . Nach Eindampfen im Wasserstrahl- 
vakuum wird die Titelverbindung als farbloser, fester Ruckstand 
erhalten. 

Ausbeute: 1.1 g {92 % d.Th.). 

DC: Kieselgel, Chloroform/Essigester (66/33 v/v) , Bespruhen mit 
0.1 % KMn0 4 -Lsg. ; R f = 0.50. 
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DC: Kieselgel, n-Butanol/Eisessig/Wasser (40/10/50 v/v/v) , Be- 
v spruhen nit Ninhydrin-Spray (Fa. Merck, Darmstadt) ; R f m 
0.22. 

C 6 H 9 C1N 2 0 2 (176.60); Ber. : C 40.81 H ..J5.14 N 15.86 

Gef.: C 40.60 H 5.29 N 15.46 

b ) 5~ ( N-Male.inimidol pentvlamin-Hvdrochl or- j 

8.46 g (30 mmol) der nach Beispiel 2b hergestellten Boc-Amino- 
verbindung werden in 100 ml 2 m HCL in Dioxan geldst und bei 
Raumtemperatur stehcn gelassen. Innerhalb 30-60 min beginnt das 
Produkt auszuf alien. Man laflt 24 h bei Raumtemperatur stehen, 
dann saugt man das Kristallisat ab, wascht mit ca 50 ml Essi- 
gester nach und trocknet im Exsikkator fiber CaCl 2 und Paraf- 
fin. $ 

Ausbeute: 4.7 g farbloses, feinkristallines Pulver (entspr. 72% 
d.Th.) 

DC: Kieselgel, n-Butanol/Eisessig/Wasser (40/10/50 (v/v/v) , 
Bespruhen mit Ninhydrin-Spray (Fa. Merck, Darmstadt) ; 

Rf0.22 

C9H15CIN2O2 (218.69) ; Ber.: C 49.43 H 9.91 N 12.81 

Gef.: C 49.19 H 9.99 N 12.59 



Beispiel , 4 Herstellung von Hapten-carbonsaure-Derivaten 

Die folgenden Haptencarbonsauren wurden nach Literaturvorschriften 
hergestellt: 

a ) Cortisol -3 - ro-earboxvmethvl > -oxim 

aus Cortisol und carboxymethylhydroxylamin-hemihydrochlorid in 
Ethanol 

Lit.: A. Tsujiet al. , Steroids 24 (1974), 739-51 
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o 




>-{CH 2 ) 3 -C0OH 



(IX) 



e) 5-Ethvl-5-phenvl-l- ( 3-carboxv propvll barbitursaure 
( 1- ( 3 -Carboxypropyl ) -phenobarbital ) 

aus Natriumphenobarbital und 4-Brombuttersaure-ethylester 
CE. Cook et al. , Quantitative Analogical Studies in Epilepsy 
P. Keliaway und Ingemar Petersen (ed.)r Raven Press, New York 
1976 , S. 39-58* 



Beispiel 5 Hapten-Carbonsaure-N-hydroxysaccinimidester 
Allgemeine Herstellvorschrift 

0,5 mmol der nach Beispielen 4 a,b,d,e hergestellten Hapten- 
Carbonsauren werden zusammen mit 63 mg (0.55 mmol) N-Hydroxy- 
succinimid in 10 ml absolutem DMF gelost und mit 1.13 mg (0.55 
mmol) N^'-Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Man laflt 4 h bei 
Raumtemperatur ruhren, filtriert und dampft die L6-sung im Vakuum 
ein. Der Ruckstand wird in 20 ml THF aufgenommen und eventuell 
unlosliche Reste an N^-Dicyclohexylhamstoff durch Filtration 
entfernt. Die Losiingen der Hapten-Carbonsaure-N-hydroxysuccin- 
imidester werden in dieser Form zur nachsten Stufe eingesetzt. 




H -(CH 2 ) 3 -C00H 



(X) 



H 
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t DC: Kieselgel, Essigester/Petrolether/Ethanol (40/40/20 v/v/v) ; 
Rf = 0.58. 

C33H44N2O9 (612.71); Ber.: C 64.69 H ...7.24 N 4.57 

Get.: C 64.60 H 7.44 N 4.29 

c > 2-(N-Maleiniaidolehtvlamid von Diqoxln-4 « " -qlufcaTyi-hvdrayy- 

succinimideg-hft^ 

Eluent: Essigester/Petrolether/Methanol (40/40/20 v/v/v). 
Ausbeute: 220 ng (43 % d.Th.). 

DC: Kieselgel, Essigester/Petrolether/Methanol (40/40/20 
v/v/v) ; 

Rf = 0.48. 

c 52H76N20is (1017.15); Ber.: C 61.40 H 7.53 N 2.75 

Gef.: C 61.31 H 7.68 N 2.50 

d ) 2-W-Haleinimidolethvlamld von 8W3-C a rboxvPTOPviwtheoph y -M j n 
Ausbeute: 120 mg (62 % d.Th.). 

DC: Kieselgel, Butanol/Eisessig/Wasser (40/10/50 v/v/v) ; 
Rf = 0.79. 

C 17H20N6©5 (388.38); Ber.: C 52.57 H 5.19 N 21?64 

C 52.41 H 5.01 N 21.74 

e ) 2- (N-Maleinlmido ^ ethvlamid von 1- f 3-Carboxvpropvl^ -pheno~ 
barbital 

Ausbeute: 95 mg (44% d.Th.) 

DC: Kieselgel, Essigester/Methanol (90/10 v/v) ; Rf=0.83 
C 22 H 24 N 4°6 (440.46); Ber.: C 59.99 H 5.49 N 12.72 

59.60 5.79 12.55 
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Beispiel a 

Synthese von Cortisol-3-carbonsaure- [2- (N-maleinimido) ethylamid] - 
B-Gal-Immunogen 

500 mg B-Gal (Boehringer Mannheim Nr. 570 079) werden bei 20 # c in 
50 ml 0.1 n Kaliumphosphatpuffer pH 6.0 gelost und mit no mg der 
nach Beispiel 4a hergestellten Cortisol-Verbindung in 10 ml Dioxan 
unter kraftigem Ruhren tropfenweise versetzt. Nach beendeter 
Zugabe laBt man ca. 16 h weiterruhren, dann wird die Losung auf 
eine AcA 202 Ultrogel-Saule (800 ml Volumen) aufgegeben und mit 
0.01 n Kaliumphosphatpuffer pH 7.0, 0.9% NaCl eluiert. Die pro- 
teinhaltigen Praktionen werden gesammelt und die Konzentration 
durch DV-Absorption bei 280 nm (Proteinkonzentration = E x 1.9 
mg/ml) bestimmt. Die Ausbeute an Immunogen liegt typischerweise 
bei 350 bis 450 mg. Das Proteinkonjugat wird lyophilisie& und bei 
-20 *c aufbewahrt. 
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H 2 N-A-NH-Y (IV) , 



uberfuhrt, wobei Y sine leicht abspaltbare Schutzgruppe 
darstellt, und anschlieBend die Verbindung der allgemeinen 
Formel IV nit einer Verbindung der allgemeinen Formel V 




o 

in der R x und R 2 die oben angegebenen Bedeutungen haben und z 
eine realctive Gruppe bedeutet, nach an sich bekannten Verfah- 
ren umsetzt, und anschlieflend die Schutzgruppe Y,wieder 
abspaltet. 1 

5. Amidoalkyl-maleimide der allgemeinen Formel II 




| W-A-NH-CO-Hap 



(II), 



in der Hap der aus einem eine oder mehrere Carboxylgruppen 
. oder Carboxylderivate tragenden Hapten oder Antigen durch 
Amidierung gebildete Rest ist, Rx und R 2 gleich oder ver- 
schieden sind und eine C 1 -C 4 -Alkylgruppe oder ein Wasser- 
stoffatom bedeuten, und A eine geradkettige oder verzweigte, 
gesattigte oder ungesattigte, gegebenenfalls durch ein Sauer- 
stof f- oder Schwefelatom oder carbonylgruppe unterbrochene 
Alkylengruppe mit 2-6 C-Atomen darstellt. 
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